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Enzymaktivitäten und Proteinsynthese in geschädigten Geweben
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Aus dem Institttt für Physiologische Chemie der Universität Düsseldorf
(Eingegangen am 21. Mai 1968)
Kurzfristig nach intraperitonealer Injektion von Tetrachlorkohlenstoff ist der Einbau von Leucin-[l-14C] in das Leberprotein in vivo
deutlich gehemmt. Der Einbau von Orotsäure-[5-3H] in die RNA unter den gleichen Bedingungen ist nicht verändert. Eine gesteigerte
Neusynthese von Enzymprotein kann damit nicht die Ursache für die früher beobachtete Aktivitätszunahme von Leberenzymen nach
Tetrachlorkohlenstoff sein. Auch bei aufgehobener Proteinsynthese während totaler Ischämie findet sich eine Aktivitätszunahme zahl-
reicher Enzyme in Leber und Herzmuskel. Die Ursache dieses Enzymanstieges und seine Bedeutung für die Freisetzung von Serum-
enzymen aus geschädigten Geweben wird kurz diskutiert.
Enzyme activities and protein synthesis in damaged livers
Shortly after the intraperitoneal injection of carbon tetrachloride, the incorporation of [1-14C] leucine into liver protein in vivo is markedly
inhibited. Under the same conditions the incorporation of [5-8H] orotic acid into RNA is not altered. An increased de novo synthesis
of enzyme protein cannot therefore account for the previously observed increase in the activity of liver enzymes following treatment with
carbon tetrachloride. Even when protein synthesis is abolished during total ischaemia, there is an incraese in the activity of many enzymes
in liver and heart -muscle. The reason for this enzyme increase and its cpnnection with the release of serum enzymes from damaged tissues
is briefly discussed.
In einer früheren Untersuchung (1) konnten wir zeigen,
daß in den ersten Stunden einer Tetrachlorkohlenstoff-
Vergiftung bei der Ratte die Aktivität verschiedener
Leberenzyme ansteigt. Es handelt sich um die gleichen
Enzyme, deren Aktivität bei einer Leberschädigung
durch Tetrachlorkohlenstoff (2, 3) oder auf Grund
einer Hepatitis (4) auch im Serum zunimmt, wie die
Lactatdehydrogenase (EC 1.1.1.27) (LDH), Malat-
dehydrogenase (EC 1.1.1.37) (MDH), Sorbitdehydro-
genase (L-Iditdehydrogenase, EC 1.1.1.14) (SDH),
Glutamatdehydrogenase (EC 1.4.1.2) (G1DH), Alanin-
transaminase (EC 2.6^ 1.2) (GPT) und Aspartattrans-
aminase (EC 2.6.1.1) (GOT). Die Aktivitätszunahme
der Enzyme in der Leber erscheint uns in doppelter
Hinsicht interessant, einmal bezüglich des recht spe-
zifischen Wirkungsmechanismus des Tetrachlorkohlen-
stoffes auf die Leber, zum anderen bezüglich der Frei-
setzung von Serumenzymen bei Zellschädigungen ganz
allgemein.
Da uns eine einfache Aktivierung so unterschiedlicher
Enzyme als Ursache für die Zunahme der Aktivität
unwahrscheinlich erschien, haben wir in der vorliegen-
den Untersuchung zunächst die Proteinsynthese und
gleichzeitig die RNA-Synthese nach Gabe von CC14
analysiert, und zwar über den Einbau von markiertem
Leucin bzw. markierter Orotsäure in vivo. Auf Grund
der Ergebnisse ist eine Enzymneusynthese als Ursache
der Aktivitätszunahme höchst unwahrscheinlich. Damit
lag es nahe, Gewebsschädigungen durch absolute
Ischämie zu untersuchen, die einerseits zum Anstieg
von Serumenzymen führen, bei denen andererseits eine
Proteinneusynthese von vornherein auszuschließen ist.
Nach einer durch Inkubation in vitro erzeugten Ischämie
haben wir in Leber und Herzmuskel die eingangs auf-
gezählten Enzyme untersucht, im Herzmuskel zu-
sätzlich die Kreatinphosphokinase (EC 2.7.3.2) (CPK).
Dabei konnten wir ein ähnliches Verhalten dieser En-
zyme wie bei der Tetrachlorkohlenstoifvergiftung in
der Leber feststellen.
Methodik
Männliche Wistar-Ratten (Firma Brünger, Bokel), 200—300 g
schwer, erhielten bis zum Versuchsteginn Standardfutter der
Firma Höveler, Langenfeld-Immigrath. Tetrachlorkohlenstoff
p. a. (Firma E. Merck), wurde l m//kg zusammen mit dem vier-
fachen Volumen Olivenöl intraperitoneal injiziert. Danach be-
kamen die Tiere nur noch Trinkwasser. 30 Min. vor der Tötung
erhielten die Tiere eine intraperitoneale Injektion von Leucin-
[1-14C], 20^C/kg und Orotsäure-[5-3H], 60/^C/kg. Das Leucin
hatte eine spezifische Aktivität von 27,5 ^C/mg, die Oiotsäure
eine solche von 5000 C/Mol. In leichter Äthernarkose wurde
mittels Frierstopp ein Stück Leber entnommen, anschließend
wurden die Tiere getötet.
Aus der zerkleinerten Leber wurden, wie früher beschrieben (5),
mit kalter Perchlorsäure die niedermolekularen Bestandteile
extrahiert (Extrakt I) und nach Behandlung des Rückstandes mit
IN NaOH die teilhydrolysierte RNA ebenfalls mit kalter Perchlor-
säure extrahiert (Extrakt II). Der Rückstand enthält dann das
Protein und die DNA.
Die Proteinbestimmwg erfolgte mit dem Biuretreagenz nach
WEICHSELBAUM (6), Eichsubstanz war Serumalbumin vom Rind
(Behringwerke, Marburg). Die RNA. wurde durch Extinktions-
messung bei 260 nm bestimmt, die DNA wurde nach BURTON (7)
bestimmt. Als Eichsubstanz diente in beiden Fällen hydrolysiertc
Kalbsthymus-DNA (Serva, Heidelberg).
Die Messung der Radioaktivität erfolgte im Tri-Carb Liquid-Scin-
tillation Counter der Firma Packard Instruments, Quenchkorrektur
erfolgte mit externem Standard. Gemessen wurde die 14C-Aktivität
des Leucin im Protein und im Extrakt I, ferner die Tritium-Ak-
tivität der Orotsäure in der teilhydrolysierten RNA (Extrakt II)
und im Extrakt I (Einzelheiten siehe 1. c. (8)).
Für die Em^yntaktivitätsmessimgen nach „Ischämie" wurden normal
ernährte Tiere in Athernarkosc durch Eröffnen der Bauchaorta
entblutet, Leber oder Herz ganz entnommen und bei 37° in
feuchter Kammer inkubiert. Von den Lebern wurde vor der
Inkubation und nach verschiedenen Inkubationszeiten ein Stück
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Tab. l
Protein- RNA- und DNA-gehalt der Rattenleber, sowie Einbauraten von Leucin-(l-MC] und OrotsSure-[5-'Hl in die Leber in vivo nach Gabe von
CCI4, l m//kg i. p. Mittelwerte von je 5 Tieren ± Standardabweichung. Einzelheiten siehe Methodik
l Std. nach Injektion
Kontrollen CC14
2 Stdn. nach Injektion
Kontrollen . CCI4
Protein [mg/g Leber]













































* p <0,01; ** < 0,001.
entnommen und homogenisiert. Beim Herzen wurde nach 4 Stdn.
Inkubation das ganze Organ homogenisiert, nicht inkubierte
Herzen dienten als Kontrollen. Die Lebern wurden teils mit
bidcst. Wasser, teils mit O,!M Phosphatpuffer pH 7,5, die Herzen
mit Phosphatpuffer im MSE-Homogenisator zerkleinert. Die
Homogenate wurden 30 Min. bei 40000 £ in der Kühlzentrifuge
zentrifugiert. Im Überstand wurden folgende Enzyme gemessen:
Lactatdehydrogenase, Malatdehydrogenase, Aspartattransaminase,
in der Leber zusätzlich Sorbitdehydrogenase und Glutamatde-
hydrogenase, im Herzmuskel zusätzlich Kreatinphosphokinase.
Die Bestimmungen erfolgten mit den Reagenzien und nach den
Vorschriften der Firma Boehringer, Mannheim. Die Angaben der
Enzymaktivitäten erfolgten in internationalen Einheiten = /*Mol
Substratumsatz pro Min.
Ergebnisse
Der Einbau von Leucin-[l-14C] in das Protein der
Rattenleber wird durch CC14 schon sehr bald gehemmt.
In der Zeit 30 Min. bis 60 ISlin. nach der Injektion von
CC14 ist die Einbaurate der Aminosäure gegenüber den
Kontrollen hoch signifikant um 36% erniedrigt (Tab. 1).
Da gleichzeitig die säurelösliche 14C-Aktivität des nicht
eingebauten freien Leucins signifikant ansteigt, dürfte
es sich mit ziemlicher Sicherheit um eine Hemmung
der Proteinsynthese handeln, zumal allein aus zeitlichen
Gründen kein Anhalt für einen Isotopenverdünnungs-
effekt besteht. Die Hemmung der Proteinsynthese wird
noch stärker, 2 Stdn. nach der CCl4-Injektion beträgt
sie 45%. Anders verhält sich die RNA-Synthese der
Leber. Hier konnten wir mit der angegebenen Methodik
keine signifikanten Veränderungen feststellen, ins-
besondere war der Einbau von mit Tritium markierter
Orotsäure nicht vermindert. Der Protein-, RNA- und
DNA-Gehalt, letzterer von uns als möglicherweise
stabiles Bezugssystem gedacht, bleiben ebenfalls inner-
halb der ersten zwei Stunden nach Tetrachlorkohlen-
stoff konstant.
Während der Inkubation einer normalen Rattenleber
bei 37° in feuchter Kammer nimmt die Aktivität der
verschiedenen von uns untersuchten Enzyme zu. Das
ist sowohl bei Extraktion des Gewebes mit Wasser der
Fall (Tab. 2), als bei Verwendung von 0,1 M Phosphat-
puffer als Homogenatmedium (Abb. 1). Bei der Ex-
traktion der Leber mit Wasser macht sich besonders
störend ein pH-Abfall von pH 7,0 (nicht inkubierte
Lebern) auf etwa pH 6,0 (nach 6stdg. Inkubation)
bemerkbar. Die Folge davon ist eine Abnahme der
löslichen Proteine um 36% nach 6 Stdn. Inkubation.
Bezieht man die Enzymaktivität auf den Gehalt an
löslichem Protein (Tab. 2b), so ist bei Extraktion mit
Wasser auch die Malatdehydrogenase signifikant ange-
stiegen mit einem Maximum nach 5 Stdn. Das Maximum
der Lactatdehydrogenase nach 4 Stdn. ist auch dann
gegenüber den Kontrollen signifikant verschieden,
wenn man den Proteinabfall bei Extraktion mit Wasser
nicht berücksichtigt (Tab. 2a). Bei der Extraktion der
Leber mit O,!M Na-Phosphatpuffer, pH 7,5 nimmt der


















von Rattenlebern bei 37° in vitro,
bezogen auf Frischgewicht. Jedem
Punkt liegen 6 Einzelwerte zugrunde,
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Tab. 2 a
Aktivitätsänderungen verschiedener Leberenzyme sowie Gehalt an
löslichem Protein nach Inkubation von Rattenlebern bei 37° in feuchter
Kammer. Gewebsextraktion mit bidest. Wasser. Enzymaktivitäten in
( ! Substratumsatz pro Min.) und lösliches Protein in mg



































* p < 0,05; ** p < 0,01.
Tab. 2b
Aktivitätsänderungen von Leberenzymen nach Inkubation von
Rattenlebern bei 37° in feuchter Kammer. Enzymaktivitäten in l E




























* p < 0,05; ** p < 0,01.
]| Das Ausmaß des Aktivitätsanstieges bei den einzelnen
Enzymen variiert gegenüber den bei Extraktion mit
Wasser festgestellten, jedoch sind alle Maxima (Abb. 1)
statistisch signifikant verschieden von den Kontrollen,
und zwar: Lactatdehydrogenase 283% p < 0,01, Ma-
latdehydrogenase: 282% p < 0,001, Aspartattransami-
nase: 142% p < 0,05, Glutamatdehydrogenase: 200%
p < 0,02 und Sorbitdehydrogenase: 134% p < 0,001.
Auch im Herzmuskel steigen während einer 4stdg.
Inkubation in vitro bei 37° die Enzymaktivitäten ver-
schiedener Enzyme an (Abb. 2). Der Anstieg ist für die
Malatdehydrogenase (p < 0,02) und die Aspartat-
transaminase (p < 0,05) statistisch signifikant, der
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Abb. 2
Enzymaktivitäten im Herzmuskel normaler Ratten nach 4 Stdn.
Inkubation in vitro bei 37°. Schraffiert: nicht inkubierte Kontrollen.
Enzymaktivitäten von je 6 Einzelmessungen in /g Frischgewicht
mit Standardabweichungen
zehnfache des Ausgangswertes ist nach dem t-Test
nicht signifikant. An der Realität des Befundes hegen wir
keinen Zweifel, zumal sich beide Kollektive nicht über-
schneiden und der niedrigste Wert des 4-Stdn.-Kollek-
tivs noch außerhalb des Kontrollwertes + doppelte
Standardabweichung liegt. Die Ausnahme bei den
Enzymen des Herzmuskels bildet die Kreatinphospho-
kinase. Sie ist bekannt als relativ labiles Enzym und
zeigt nach 4 Stdn. Inkubation einen Abfall ihrer Ak-
tivität.
Diskussion
Eine Hemmung der Proteinsynthese in vivo, 3 bis
4 Stdn. nach Gaben von CC14 ist von SMUCKLER,
ISERI und BENDITT (9) beschrieben worden. Auf Grund
unserer Enzymuntersuchungen (1) ließe sich vermuten,
daß der Hemmung der Proteinsynthese eine gesteigerte
Proteinsynthese vorausginge. Das ist nicht der Fall,
selbst in der von uns gewählten, relativ niedrigen
Standarddosis, wird die Proteinsynthese der Leber in
vivo schon in der ersten Stunde nach CC14-Applikation
gehemmt. Diese Hemmung der Proteinsynthese ist,
wie wir zeigen konnten, nicht die Folge einer ver-
minderten RNA-Synthese. SMUCKLER und Mitarbeiter
(10) schließen aus ihren Befunden auf eine primäre
Veränderung an den Mikrosomen als Ursache der
CCl4-Schädigung. McLEAN und McLEAN (11) konnten
zeigen, daß die Toxizität von Tetrachlorkohlenstoff
wesentlich vom Funktionszustand der Mikrosomen
abhängt. Ob dabei die Metabolisierung von CC14 zu
einem toxischen Intermediärprodukt (12) durch vor-
" ausgehende eiweißfreie Ernährung gehemmt und durch
Gabe von DDT (l.l.l-Trichloro-2.2-bis-(^-chloro-
phenyl-äthan) gesteigert wird (11), erscheint zweifel-
haft. Diese Vorgänge müßten in unseren Versuchen
in 30. Min ablaufen. Als morphologisches Äquivalent
ist eine Vakuolenbildung des endoplasmatischen Reti-
culums mit einem Verlust von Ribosomen als erste Ver-
änderung der subzellulären Strukturen der Leber
l Std. nach Gabe von CC14 beschrieben worden (13).
Die Hemmung der Proteinsynthese ist nicht nur als
erste nachweisbare Tetrachlorkohlenstoffwirkung inter-
essant. Sie macht es nahezu unwahrscheinlich, daß der
früher von uns beobachtete Anstieg von Leberenzymen
2—4 Stdn. nach Gabe von CC14 (1) auf einer gesteigerten
Neusynthese von Enzymprotein beruht. Nun gibt es
einen Zustand, bei dem man eine Aufhebung der
Proteinsynthese wohl postulieren darf, der aber anderer-
seits zu einem Anstieg von Serumenzymen führt, die
Ischämie eines Organs. Unsere Beobachtungen bei der
CC14-Vergiftung ließen es nicht mehr unmöglich er-
scheinen, auch im ischämischen Organ einen Anstieg
von Enzymen nachzuweisen. In der Tat findet sich
sowohl in der ischämischen Leber als auch im ischä-
mischen Herzmuskel ein Anstieg jener Enzyme, die
später im Serum vermehrt nachzuweisen sind (Tab. 2,
Abb. l und 2).
Die Ursache für diese Enzymaktivitätszunahme im
Organ ist uns noch unbekannt. Wir möchten sie in
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Zusammenhang bringen mit Beobachtungen von JOHN
und MILLER, die noch 2 Stdn. nach einer Hemmung des
14C-Einbaues in das Leberprotein durch Puromycin
einen Anstieg von Serumalbumin und Fibrinogen im
Perfusionsmedium fanden. SCHMIDT und SCHMIDT (15)
registrierten einen Anstieg von Enzymaktivitäten in der
isoliert perfundierten Leber nach Gabe von KCN. Auch
die Beobachtungen von KENNBY (16) einer „Stabili-
sierung" der Tyrosintransaminase nach Hemmung der
Proteinsynthese könnte auf einer „Freisetzung" früher
synthetisierten Enzymproteins beruhen.
Auf jeden Fall darf man wohl annehmen, daß irgend-
welche „Strukturveränderungen" bereits vorhandener
Proteine die Ursachen der Enzymaktivitätszunahme im
geschädigten Gewebe sind, da eine Proteinzunahme
durch Neusynthese ja ausscheidet. Im Hinblick auf den
Mechanismus des Anstieges der Serumenzymaktivitäten
nach Gewebsschädigungen bedeutet diese Erkenntnis
zumindest eine Ergänzung der bisherigen Vorstellungen.
Wir danken Fräulein URSULA GNEIST für fleißige und gewissen-
hafte Mitarbeit bei der Durchführung der Versuche.
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